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Does　p53 　f  ction 曲 ct　tlle　sensitivity 　ofthe 　Comet 　Assay？ 遺伝子産物の コ メ ッ トア ッ セ イ の 感度に及 ぼす影響
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　Although　tlle　comet 　assay ，　a　procedure　fbr　quantitat血g　DNA

lesions　in　mammalian 　cells，　is　collsidered　to　be　sensitive，　its
sensitivity 　has　not 　been 　ever 　ascertained 　to　be　higher 　than　the

sensitivity 　 of 　 other 　 genotoxicity　 procedures童111nammalian

ceUs ．　 Tb　know 　whe 山er　p53　fUnCtion　affects 　the　sensitivity 　of

this　assay ，　we 　compared 　the 　results 　of　the　co 皿 et　assay　i1ユ p53
mutant 　WTKl 　cells　and 　p53　wild 　TK6 　cells 　in　the　presence　aiid
absence 　ofDNA 　repair 　inhibitors．　Cells　were 　exposed 　for　2　h　to
MNU ．　ENU ，　MMS ，　EMS ，　BLM ，　and 　UVC 　in山e　presence　and
absence 　 of 　 araC 　 and 　hydroxyurea．　 Immediately　 after 　the

exposure ，　 slides 　fbr血 e　 comet 　 assay 　were 　prepared．　In　the
absence 　〔》f　of 　 DNA 　repair 　inhibitors，　 lowest 　 genotoxic
concentrations ！dose（LGCs 〜LGD ）were 　iower　in　WTKl 且1an 　in
TK6 ，　showing 　p53　fUnction　reduce 　comet 　sens 量tivit｝ 　 On 　the

other 　 h跏 d，　 in　the　presence 　of 　 DNA 　repair 　 inhibitors，
LGCs ！LGD 　were 　a旦most 　 same 　in　WTKI 　 and 　in　TK6 ，　 lii　the

presence　of 　DNA 　rqpair 　inhibitors，　positive　respo 皿 se　by　UVC
iTradiation　was 　observed 　earlier 　ill　TK6 　than　in　WTKI 　 cells．
Therefore，　SSB 　fbrmation　duriiig　the　nucleotide 　exctsion 　repair

process　would 　oocur 　earIier 　hl　TK6 舳 l　in　WTKl 　cells ，　which
results 　in　lowering　of 　Comet 　sensitivity 　in　p53　wild 　cells ．

　p53 遺 伝 子 産 物 の コ メ ッ トア ッ セ イ の 感 度 に 及 ぼ す 影

響 を p53 野 生 型 の TK6 と p53 変異型 の WTKI 細 胞 を用 い

て 検討 した。細 胞 を DNA 修 復 阻害 剤 の araC と hydroxyurea
の 存在 下 と非存在下 で 変異原（MNU ．ENU 、MMS 、　EMS 、
BhM 、　 UVC ）に 2 時 間 暴露 し た 後、コ メ ッ トア ッ セ イ 標

本 を 作製 し、コ メ ッ トア ッ セ イ が 陽性 に な る 変異原 の 最低

濃度 ま た 最低用量 （LGC ！LGD ＞を求め た c
　 DNA 修復阻害

剤 非 存 在 下 で は 、用 い た す べ て の 変 異 原 に つ い て

LGC 〆LGD は WTKI σ）ほ うが 1K6 よ り も低 か っ た。一
方、

DNA 修復 阻 害剤 存 在下 で は、用 い た す べ て の 変 異 原 に っ

い て LGC 〆LGD は WTKI と TK6 で ほぼ 同等 で あ っ た。DNA
修復 阻 害 剤 存 在 下 に お い て 、UVC 照 射 後 の コ メ ッ トの 陽

性 反応 は WTK1 の ほ うが TK6 よ り も早期 に み られた。以

上 の こ とか ら、p53 遺 伝 子 産 物 が 機 能 し て い る 細 胞 で は

DNA 初期損傷 か らの SSB の 生 成が よ り早い 段 階に お きる

こ と、そ の 結果 と して SSB の 消失も p53 遺伝 了産 物が 機

能 して い る 細胞 の ぼ うが 早 くお きる こ と、p53 遺伝子 産物

が機能 し て い る 細胞で は SSB の 消失 に よ る コ メ ッ トア ッ

セ イの 感度 の 見 か けの 低 下 が お き て い る こ とが 示 唆 され

た。
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　 Current　strategy 藍br　est 孟mating 　the　risks 　of 　genotox沁 substances 　at

童ow ・dose　is　 a 　lhlear　extrapo 査atlon 　 from　 the 　 effeots 　 observed 　 at　high

doses．　It　has　been　genera日y　consjdered 　that　genotoxjccalc  ogens 　have

no 　thresholdin　exerting 　their　potenti　at　ft）r　cancer 　induCtion．　However ，　a
恥 w 　antma 互　studies 　reported 　the　existe盤 oe　of 　a 　threshoJd　fbr

CarCinogelliCitieS．
　 Previously．　we 　observed 　a　threshold　fbr　the　N −ethyl −N −nitmsourea

（ENU ＞
−induced　thymic　lympl〕oma 　in　B6C3Fl　 mice ．　In　 the　present

study ，　we 　examined 　the　dose　response 　of　occurrence 　of　mutations 　in
thymic 　DNA 　following　dle　 exposure 　of 　B6C3Fl 　gpt−delta　mice 　to

ENU 、　A食er 　the　ENU 　treatment 　at　doses　O．8　to　20Qppm，　mice 　were

sacrificed ，血ym 孟c　DNA 　was 　preparod，　and 　the　number 　of 　mutatiolls 　in

the　Teporter 　tra皿 sgene 　gpt　was 　quantitated．　ENU 　exposure 　at　200ppm
increased　mutant 廿 equency 　by　15−f｛〕1d、　ENU 　at　5〔やpm 　also　hlcreased皇t
by　 6イblds，　 while 　it　did　 not　induGe　dlymic　lymphoma，　 denying　 a

para1旦elism 　between　mutation 　and 　lymphoma 　inductめ n．　Sulpris血gly．
0．8ppm 　exposure 　sighficantly 　red し匸ced 　the 　fセeq し1ency 　compared 　to

untreated 　controls，　suggesting 　a　preventive　effect．　These　results 　suggest

that出e　effect　of　low　dose　ENU 　canIlot 　be　linearly　extrapolated 　f沁 m

the　effeCt　of 　h重gh　dose　ENU ，　and 　that 山 ere 　may 　be　a　thresh（｝ld　fbr

mutation 　indロ ction 　by　ENU ．　 We 　wiU 　also　report 　on 　tlle　mutational

spectra 　of 重he　study．

　 The　study 　was 　supported 　partty　by　a　grant　of 　LR ［　by　JCIA．

マ ウ ス T 細 胞 白血 病発 生 に お け る 遺伝 毒性 発 が ん 物質

（エ チ ル ニ トロ ソ ウ レ ア ）変異誘発 に お け る閾値

澤井 知 子、山内
一

己 、柿沼志津子 、島 田義也

凝鱇 医学総冷研禰 ゲ肇讖 被ば ぐ窿r齟Z轟影響 グ ンb ・．一プ

現在、化学 発が ん 物質 の 低用量曝 露で の 発が ん リス ク は、高用

量 曝露 の 発 が ん デ
ー

タの 直線外挿 に よ り推定 され て お り、閾値は

な い と され て い る u しか し、近 年 ラ ッ トを 用 い た低 用 量 域で の 発

が ん 性 試験 で、複素環 ア ミ ン 類や N 一ニ トロ ソ 化合物の 閾値 が 実

験 的に 存在す る こ とが 報告 され、遺伝毒性 を持 つ 化学発 が ん 物質

に 閾値が存在 す る可 能性 が 示 され た．
　本研 究 グル ープ で は、エ チ ル ニ ト ロ ソ ウ レア （ENU ）を 用い た マ

ウス 胸腺 リン パ 腫 〔TL）の 誘 発実験 に よ り TL の 発生 に閾値 が ある

こ とを明 らか に した ，そ こ で 、TL の 発 生 が 認 め られ ない 濃度で

の 生 体への 影響 を調べ る ため、低 用量域 で の 変 異蓄積 につ い て解

析 を行 っ た．具 体 的に は、4 週 齢の 変異解析 用 gpt−delta トラ ン ス

ジ ニ ．ニ ッ ク マ ウ ス に ENU を 4 週 間飲 水投与 し た。曝露後、マ ウ

ス の 胸 腺 を 採 取 し DNA を 調 整 した後 ．EGIO フ ァ
ージ と し て 回 収

し、こ の フ ァ
ージ を 大 腸 菌に 感染 させ 選 択培地 で 形 成 され る コ ロ

ニ
ー数 か ら突然変異体数 頻度 を算 出 した、非処 理 群で は突 然変 異

体数頻 度は 0．46xlO．5 で あ t
）た。　 ENU200ppm に よ り突 然 変 異 体 数

頻度 は 6．95xlO
’5
（15 倍）1こ増加 し、5〔tPpmで も 2．71xlO

．」
（6 倍）に 増

加 し た。50ppm は TL を 発生 させ な い 闘 値 用 量 で あ っ た の で、あ

る程 度突然変異 が増 加 して も、発 が ん に は 至 ら ない こ と が 示 唆 さ

れ た。ま た、お ど ろ い た こ と に、0．8PPm で は 突然変異 体数頻度

が 非 処 理 群 に 比 べ 有 意に 低 い 値 を示 し 、変 異蓄積 に も閾 値が 存在

す る こ とが 示 され た．さ らに、蓄積 され る 変異 の ス ベ ク トラ ム 解

析 を行 い 、そ の 結果 に っ い て 報告 し た い 、，本 研究 の
一．一

部 は、日本

化 学 工 業 脇会が 推進す る LRI に よ り支 援 され ま した．，
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